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РЕФЕРАТ

Цель: Оценка эффективности репарации двунитевых разрывов (ДР) ДНК, пролиферативной активности и выхода цитогенетиче-
ских нарушений в опухолевых клетках человека линии HeLa, выживших и давших устойчивый рост после острого облучения в 
дозе 15 Гр.
Материал и методы: В работе использовали линию опухолевых клеток человека HeLa (карцинома шейки матки). Облучение кле-
ток проводили на рентгеновской биологической установке РУБ РУСТ-М1 (Россия), оснащенной двумя рентгеновскими излуча-
телями, при мощности дозы 0,85 Гр/мин, напряжении 200 кВ, суммарном токе трубок 10 мА, фильтре 1,5 мм Al. Для получения 
клонов выживших клеток (HeLaRR), после острого облучения в дозе 15 Гр культуры клеток инкубировали в стандартных условиях 
СO2-инкубатора (37 °C, 5 % CO2) в течение нескольких недель до получения хорошо пролиферирующих клеток. Для количествен-
ной оценки остаточных (24 ч после облучения) фокусов репарации ДР ДНК использовали иммуноцитохимическое окрашивание 
фокусов фосфорилированного белка Н2АХ (γН2АХ). Количество микроядер (МЯ) оценивали в цитохалазин-Б цитокинез-блоки-
рованных двуядерных клетках, окрашенных акридиновым оранжевым с помощью люминесцентной микроскопии. Время удвое-
ния клеточной популяции анализировали по кривым роста клеток, полученным путем ежедневного подсчета клеток в течение пяти 
дней. Распределение по стадиям клеточного цикла оценивали методом проточной цитометрии с использованием красителя про-
пидий йодид. Все количественные показатели исследований обрабатывали с применением t-критерия Стьюдента для независимых 
выборок и критерия Колмогорова–Смирнова.
Результаты: В результате проведенных исследований выявлено, что острое облучение в высокой дозе ведет к селекции клеток с 
более высокой репаративной способностью, что подтверждается низким уровнем остаточных фокусов репарации ДР ДНК и МЯ 
после тестирующего облучения в дозах 5 и 10 Гр. Выявлено значительное снижение пролиферативной активности клеток, вы-
живших после острого рентгеновского облучения в дозе 15 Гр. Время удвоения популяции необлученных клеток, находящихся на 
стадии экспоненциального роста, составило ~18 ч, тогда как для выживших после облучения в дозе 15 Гр клеток ~42 ч. Снижение 
пролиферативной активности сопровождалось изменением распределения по фазам клеточного цикла.
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ABSTRACT

Purpose: The evaluation of the repair efficiency of DNA double-strand breaks (DSB), proliferative activity and the yield of cytogenetic 
disorders in human tumor HeLa cells which survived and gave stable growth after acute irradiation at a dose of 15 Gy.
Material and methods: HeLa human tumor cell line (cervical carcinoma) was used. Cells were irradiated on an X-ray biological installation 
RUST-M1 (Russia), equipped with two X-ray emitters, at a dose rate of 0.85 Gy / min, a voltage of 200 kV, a total current of 10 mA, and a 
1.5 mm Al filter. To obtain clones of surviving cells (HeLaRR), after acute irradiation at a dose of 15 Gy, cell cultures were incubated under 
standard CO2 incubator conditions (37 °C, 5 % CO2) for several weeks until well proliferating cells were obtained. Immunocytochemical 
staining of the foci of the phosphorylated H2AX protein (γH2AX) was used to quantitatively evaluate the residual foci of DNA DSB repair. 
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Введение
Лучевая терапия на сегодняшний день является од-

ним из основных способов лечения злокачественных 
новообразований, целью которой является достижение 
локального поражения опухоли с последующим предот-
вращением инвазии и появления метастазов. Однако 
наличие радиорезистентных клеток в гетерогенной опу-
холевой ткани остается одной из важнейших проблем в 
радиотерапии и химиолучевой терапии [1]. Гетероген-
ность популяции опухолевых клеток является резуль-
татом клонального разнообразия и может проявляться 
в неоднородности генетического и эпигенетического 
статусов, экспрессии генов и белков, морфологических 
и функциональных признаков (в том числе по чувстви-
тельности к радиационным и химическим воздействи-
ям) [2, 3]. Вероятно, такое разнообразие является ис-
точником адаптации опухоли к меняющимся условиям 
микроокружения и изменения ее злокачественного по-
тенциала, что приводит к возникновению клеточных 
клонов, различающихся не детерминированным набо-
ром признаков [4, 5]. 

В настоящее время особое внимание уделяют изуче-
нию особых опухолевых клеток, сходных со стволовыми 
клетками нормальных тканей по ряду функциональных 
и молекулярно-биологических особенностей [6, 7]. Эти 
клетки, получившие в литературе название опухолевых 
стволовых клеток (ОСК), обладают аномальной рези-
стентностью к радиационным и химическим воздей-
ствиям [8, 9]. Предполагается, что именно ОСК отвеча-
ют за метастазирование злокачественных новообразова-
ний и посттерапевтические рецидивы [10]. 

Таким образом, гетерогенность опухолевых клеток во 
многом определяет эффективность лечения злокачествен-
ных новообразований и выяснение молекулярно-клеточ-
ных механизмов формирования их радиорезистентности 
не теряет своей актуальности уже многие годы. 

Цель исследования – оценка эффективности репара-
ции двунитевых разрывов (ДР) ДНК, пролиферативной 
активности и выхода цитогенетических нарушений в 
опухолевых клетках человека линии HeLa, выживших и 
давших устойчивый рост после острого облучения в дозе 
15 Гр. Для этого были поставлены следующие задачи:
1. Получить жизнеспособные клоны клеток линии 

HeLa после острого рентгеновского облучения в дозе 
15 Гр (HeLaRR);

2. Сравнить количественный выход остаточных фоку-
сов белка-маркера ДР ДНК – γH2AX и микроядер 
(МЯ) в клетках HeLa и HeLaRR после тестового об-
лучения рентгеновским излучением в дозах 5 и 10 Гр;

3. Сравнить пролиферативную активность клеток HeLa 
и HeLaRR.

The micronuclei number was assessed in cytochalasin-B cytokinesis-blocked binucleated cells stained with acridine orange with lumines-
cence microscopy. The doubling time of the cell population was analyzed by the cell growth curves obtained by daily cell counting for five 
days. The cell cycle stages distribution was assessed by flow cytometry using the propidium iodide dye. All quantitative indicators of the 
studies were processed using the Student’s t-test for independent samples and the Kolmogorov – Smirnov test.
Results: It was revealed that acute irradiation at a high dose leads to the selection of cells with a higher reparative capacity which is con-
firmed by the low yield of residual foci of DNA DSB repair and MN after testing irradiation at doses of 5 and 10 Gy. A significant decrease 
in the proliferative activity of cells that survived after acute X-ray irradiation at a dose of 15 Gy was revealed. The doubling time of the 
population of unirradiated cells at the stage of exponential growth was ~18 hours while for cells that survived after irradiation at a dose of 
15 Gy ~42 hours. A change in the cell cycle phases distribution was observed.
Conclusion: Thus, acute irradiation at a high dose leads to the selection of cells with a higher reparative capacity which is confirmed by 
the low yield of residual γH2AX foci and MN after testing irradiation at doses of 5 and 10 Gy. The decrease in proliferative activity was 
accompanied by a change in the cell cycle phases distribution.
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Материал и методы
Культура клеток и условия облучения
В работе использовали линию опухолевых клеток 

человека HeLa (карцинома шейки матки). Клетки куль-
тивировали в среде DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, 
США), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сы-
воротки (FBS, Thermo Fisher Scientific, США) и антибио-
тики пенициллин-стрептомицин (ООО НПП «ПанЭко», 
Россия) в стандартных условиях СО2-инкубатора (37 °C,  
5 % CO2) со сменой среды один раз в три дня. При дости-
жении 75–80 % конфлюэнтности, клетки снимали с пла-
стика ферментативным путем. Облучение клеток про-
водили на рентгеновской биологической установке РУБ 
РУСТ-М1 (Россия), оснащенной двумя рентгеновскими 
излучателями, при мощности дозы 0,85 Гр/мин, напряже-
нии 200 кВ, суммарном токе трубок 10 мА, фильтре 1,5 мм 
Al. Для получения клонов выживших клеток (HeLaRR), 
после острого облучения в дозе 15 Гр культуры клеток 
инкубировали в стандартных условиях СO2-инкубатора  
(37 °C, 5 % CO2) в течение нескольких недель до полу-
чения хорошо пролиферирующих клеток.

Иммуноцитохимический анализ остаточных 
фокусов γH2AX
Для проведения анализа перед проведением экспе-

риментов клетки пассировали на стерильные покров-
ные стекла (18×18 мм, Thermo Fisher Scientific, США) в 
чашках Петри (d=35 мм, Corning, США) в 500 мкл кле-
точной суспензии из расчета 10×104 кл/мл. Инкубация 
перед облучением проводилась в стандартных условиях 
СO2-инкубатора (37 °С, 5 % CO2). Спустя 24 часа после 
облучения клетки на покровных стеклах фиксировали  
4 % раствором параформальдегида в фосфатно-солевом 
буфере (рН 6,9) в течение 20 мин при комнатной тем-
пературе, после чего дважды промывали фосфатно-со-
левым буфером (рН 7,4). Пермеабилизировали 0,3 % 
Тритон-X100 в фосфатно-солевом буфере (рН 7,4), со-
держащем 2 % бычьего сывороточного альбумина для 
блокирования неспецифического связывания. Слайды 
инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре 
с первичными антителами (кроличьи моноклональные 
антитела к белку γН2АХ (Merck-Millipore, США) в раз-
ведении 1/200) в фосфатно-солевом буфере (рН 7,4), со-
держащем 1 % бычьего сывороточного альбумина. Затем 
слайды дважды промывали фосфатно-солевым буфером 
(рН 7,4), содержащем 0,1 % бычьего сывороточного аль-
бумина, и инкубировали в темноте при комнатной тем-
пературе в течение 1 ч со вторичными антителами IgG 
(H+L), конъюгированными с флуорохромами (антитела 
козы к белкам кролика, конъюгированные с Rhodamine 
(Merck-Millipore, США), в разведении 1/400) в фосфат-
но-солевом буфере (рН 7,4), содержащем 1 % бычьего 
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сывороточного альбумина. Для окраски ДНК и предот-
вращения фотовыцветания использовали содержащую 
DAPI препятствующую фотовыцветанию среду ProLong 
Gold (Life Technologies, США). Визуализацию, доку-
ментирование и обработку иммунноцитохимических 
микроизображений осуществляли на люминесцентном 
микроскопе Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), осна-
щенным видеокамерой высокого разрешения ProgRes 
MFcool (Jenoptik AG, Германия) с использованием набо-
ров светофильтров UV-2E/C (340–380 нм возбуждение и 
435–485 нм эмиссия) и Y-2E/C (540–580 нм возбуждение 
и 600–660 нм эмиссия). Анализировали не менее 200 
клеток на экспериментальную группу. Подсчёт количе-
ства фокусов выполняли с использованием программы 
DARFI (https://github.com/varnivey/darfi).

Цитогенетический анализ
Анализ уровня микроядер (МЯ) в цитокинез-блоки-

рованных клетках проводили в соответствии с методи-
кой и рекомендациями [11]. После облучения клетки ин-
кубировали в полной среде, содержащей цитохалазин-Б 
(Sigma, США) в концентрации 3 мкг/мл в течение  
22–23 ч для блокировки цитокинеза и получения дву-
ядерных клеток. После этого клетки снимали с флако-
нов ферментативно, инкубировали в гипотоническом 
растворе KCl (0,75 мМ) при 37 °С в течение 15 мин и 
фиксировали в холодном растворе метанол-уксусной 
кислоты в соотношении 3:1. Далее получали препараты, 
которые окрашивали акридиновым оранжевым. Под-
счет МЯ осуществляли на люминесцентном микроскопе 
Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), оснащенным видео-
камерой высокого разрешения ProgRes MFcool (Jenoptik 
AG, Германия). В каждой группе анализировали не ме-
нее 1000 цитокинез-блокированных двуядерных клеток, 
причем учитывали наличие одного, двух, трех и более 
трех МЯ на клетку.

Кривые роста
Для сравнительной оценки времени удвоения кле-

точной популяции облученных и необлученных опухо-
левых клеток проводили количественный анализ кривых 
роста в течение 5 сут. Для этого клетки каждой экспери-
ментальной группы высаживали в культуральные фла-
коны с площадью роста 25 см2 в концентрации 100×103 
клеток на флакон. Спустя 24 ч и в последующие 5 сут 
клетки переводили в суспензию ферментативным путем 
и подсчитывали в камере Горяева ежедневно 2 раза в 
день с интервалом в 6 ч. На основании полученных дан-
ных строили кривые роста клеточной популяции.

Проточная цитометрия
Клетки на стадии экспоненциального роста снима-

ли с культуральных флаконов ферментативным путем. 
Суспензию клеток в количестве 1×106 на эксперимен-
тальную группу ресуспендировали в холодном фосфат-
но-солевом буфере. Далее клетки фиксировали в 70 % 
ледяном этаноле и хранили при −20 °C до выполнения 
анализа. Для проведения анализа клетки дважды отмы-
вали в фосфатно-солевом буфере (pH 7,4) и ресуспенди-
ровали в растворе, содержащем пропидий йодид (0,5 мг/
мл) и РНК-азу, затем инкубировали при 37 °С в течение  
30 мин. Клетки анализировали на проточном цитометре 
BD FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, США). 
Для каждого образца было зарегистрировано в общей 
сложности 50 тыс событий и проанализировано процент-
ное содержание клеток в различных фазах клеточного 
цикла с использованием программного обеспечения BD 
CellQuest Pro 5.1 (Becton Dickinson, San Jose, CA, США).

Статистический анализ
Статистическую обработку осуществляли с исполь-

зованием программ Microsoft Excel 2019 и Statistica 10,0. 

Все количественные показатели исследования обраба-
тывали с применением t-критерия Стьюдента для неза-
висимых выборок и критерия Колмогорова–Смирнова. 
Различия сравниваемых результатов (М±m, где М – вы-
борочное среднее арифметическое, m – погрешность 
среднего арифметического) считались достоверными 
при достигнутом уровне значимости p<0,05.

Результаты и обсуждение
В результате проведенных исследований были получе-

ны клетки, выжившие после острого рентгеновского облу-
чения в дозе 15 Гр (cублиния HeLaRR). После их культи-
вирования в течение 20 сут, клетки подвергали тестовому 
рентгеновскому облучению в дозах 5 и 10 Гр. Оценивали 
количество остаточных (спустя 24 ч после облучения) фо-
кусов γH2AX, число МЯ в цитохалазин-Б цитокинез-бло-
кированных двуядерных клетках, а также время удвоения 
на основе кривых роста популяций клеток линий HeLa и 
HeLaRR без дополнительного облучения. 

Выявлено значительное снижение количества оста-
точных фокусов γH2AX в клетках линии HeLaRR после 
тестового облучения в дозах 5 и 10 Гр по сравнению с 
линией HeLa (рис. 1). Регрессия зависимости количества 
остаточных фокусов от дозы рентгеновского излучения 
для обеих линий описывается линейной функцией: для 
линии HeLa y=2,21x+2,79 (R² = 0,99), для линии HeLaRR 
y=0,76x+1,00 (R² = 0,99). Наблюдаемые различия, по-
лагаем, связаны с более эффективной репарацией ДР 
ДНК в клетках, выживших и давших устойчивый рост 
после острого облучения в дозе 15 Гр. Известно, что 
остаточные фокусы белков репарации ДР ДНК могут 
присутствовать в течение длительного времени (более 
24 ч) после своего образования и, по всей видимости, 
представляют собой сайты как нерепарируемых, так и 
медленно репарируемых повреждений ДНК [12–14]. По-
казано, что количество остаточных фокусов γH2AX тес-
но ассоциировано с клеточной гибелью и цитогенетиче-
скими нарушениями [15, 16]. Кроме того, существуют 
экспериментальные доказательства, что фокусы γH2AX 
способны передаваться следующему клеточному поко-
лению через митоз и служить своеобразным индикато-
ром накопления генетических нарушений [17].

Рис. 1. Зависимости количества остаточных фокусов γН2АХ  
от дозы рентгеновского излучения в клетках HeLa и HeLaRR

Fig. 1. Dependence of the residual γH2AX foci number of X-ray dose  
in HeLa and HeLaRR cells

Количественный анализ выхода МЯ в клетках ли-
ний HeLa и HeLaRR после тестового дополнительно-
го рентгеновского облучения в дозах 5 и 10 Гр показал, 
что в клетках, выживших после облучения в дозе 15 Гр 
(HeLaRR) и дополнительно облученных в дозах 5 и 
10 Гр, количество МЯ статистически значимо ниже по 
сравнению с клетками HeLa (рис. 2). Фоновое количе-
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ство МЯ в обеих клеточных линиях статически не раз-
личалось. Среднее количество МЯ на одну двуядерную 
клетку от дозы облучения имеет регрессионную по-
линомиальную зависимость для всех эксперименталь-
ных групп: y = –0,01x2 + 0,39x + 0,07 (R² = 1, HeLa) и  
y = –0,01x2 + 0,27x + 0,06 (R² = 1, HeLaRR). Кроме среднего 
количества МЯ на клетку, были получены данные по их 
количественному распределению, а именно, было подсчи-
тано количество клеток без МЯ и содержащих одно, два, 
три и более трех МЯ (рис. 3). Не было выявлено различий 
по этому показателю в клетках обеих линий без тесто-
вого облучения (рис. 3, А). После тестового облучения в 
дозах 5 и 10 Гр в клетках линии HeLaRR выявлено ста-
тистически значимое увеличение количества клеток без 
МЯ и снижение количества клеток с более, чем тремя МЯ  
(рис. 3Б, В). После тестового облучения в дозе 5 Гр у этой 
же линии выявлено снижение клеток с одним МЯ, а по-
сле облучения в дозе 10 Гр их увеличение (рис. 3Б, В), 
где различия были статистически достоверны. В целом, 
в выживших клетках после острого рентгеновского об-
лучения в дозе 15 Гр и испытавших дополнительное 
радиационное воздействие в дозах 5 и 10 Гр показано 
снижение выхода как остаточных фокусов репарации 
ДР ДНК, так и МЯ. Полагают, что снижение количества 
МЯ после воздействия ионизирующего излучения харак-
терно для радиорезистентных клонов опухолевых кле-
ток, однако в некоторых исследованиях это утверждение 
подвергают сомнению и эффекты зависят от клеточной  
линии [18, 19].

Рис. 3. Распределение клеток HeLa и HeLaRR по количеству МЯ  
(ось абсцисс) без тестирующего облучения (А)  

и после тестирующего облучения в дозах 5 Гр (Б) и 10 Гр (В)
Fig. 3. Distribution of HeLa and HeLaRR cells by the MN number 

(abscissa axis) without test irradiation (A) and after testing irradiation  
at doses of 5 Gy (Б) and 10 Gy (В)

Также нами был проведен тест на клоногенную спо-
собность линий HeLa и HeLaRR после тестового облуче-
ния рентгеновским излучением в поглощенных дозах 5 и 
10 Гр, однако значимых различий выявлено не было. По 
всей видимости, результаты свидетельствуют о селекции 

клеток с более высокой репаративной способностью по-
сле радиационного воздействия в высоких дозах, кото-
рые в дальнейшем при культивировании формируют ис-
ходную гетерогенную популяцию, имеющую клоноген-
ный потенциал предварительно необлученных клеток.

Для сравнительной оценки пролиферативной актив-
ности необлученных и выживших после острого облу-
чения в поглощенной дозе 15 Гр клеток, нами была про-
ведена оценка времени удвоения клеточной популяции 
на основе кривых роста (рис. 4). Выявлено значитель-
ное уменьшение этого показателя для клеток линии He-
LaRR. Время удвоения популяции необлученных кле-
ток, находящихся на стадии экспоненциального роста, 
составило ~18 ч, тогда как для клеток линии HeLaRR 
~42 ч. Полагая, что снижение пролиферативной актив-
ности связано с задержками в сверочных точках клеточ-
ного цикла, был проведен анализ распределения клеток 
обеих экспериментальных групп по стадиям клеточного 
цикла. Показано, что в выжившей после острого рент-
геновского облучения в поглощенной дозе 15 Гр попу-
ляции клеток значительно возрастает доля клеток, на-
ходящихся на стадии G2/M клеточного цикла (рис. 5). 
Именно в этой сверочной точке клеточного цикла клет-
ка не приступает к делению, пока поврежденная или не-
полностью отрепарированная молекула ДНК не будет 
полностью восстановлена. В случае неуспешного вос-
становления от повреждений и дальнейшего деления 
запускается механизм клеточной гибели. Аналогичные 
результаты были получены Liu C. и соавт. ранее на неко-
торых линиях опухолевых клеток [20], причем доля кле-
ток в G2/M стадии клеточного цикла растет со временем 
после облучения и зависит от клеточной линии. Авторы 
утверждают, что это является индикатором повышения 
радиорезистентности.

Рис. 4. Кривые роста клеток линий HeLa и HeLaRR
Fig. 4. Growing curves of HeLa and HeLaRR cell lines

Рис. 5. Данные проточной цитометрии по распределению 
экспоненциально растущих клеток линий HeLa (А) и HeLaRR (Б)  

по стадиям клеточного цикла
Fig. 5. Flow cytometry data on cell cycle stages distribution in 

exponentially growing HeLa (A) and HeLaRR (Б) cell lines

Рис. 2. Зависимости среднего количества МЯ от дозы  
рентгеновского излучения в цитохалазин-Б блокированных  

двуядерных клетках HeLa и HeLaRR
Fig. 2. Dependence of the MN mean number of the X-ray dose  
in cytochalasin-B blocked binucleated HeLa and HeLaRR cells
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Таким образом, в результате проведенных исследо-
ваний выявлено, что острое облучение в высокой дозе 
ведет к селекции клеток с более высокой репаративной 
способностью, что подтверждается более низким выхо-
дом остаточных фокусов репарации ДР ДНК и МЯ по-

сле тестового облучения в дозах 5 и 10 Гр. У выживших 
и давших устойчивый рост после острого облучения в 
дозе 15 Гр клеток отмечено снижение пролиферативной 
активности и изменение распределения по фазам кле-
точного цикла.


